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1．は じ め に
溶血活性試験は，赤血球破壊によるヘモグロビン溶出により測定液が赤く変化することを利
用した，化合物の細胞障害の程度を推測するための簡便な方法である．当研究室では，側鎖に
ベンジル基を導入したチロシンの誘導体（O-benzyl-tyrosine，H-Tyr（Bzl）-OH）の種々の生理
活性を検討する一環として，その化合物のヒト赤血球に対する溶血活性を測定した．その結果，
H-Tyr（Bzl）-OHやそのアルキルエステルが，低濃度ではほとんど赤血球の破壊を起こさない
が，ある濃度以上では測定液を茶色や黄色に変える現象を観察した（図1）．赤以外の色が生
じたことは予想外であり，ヘモグロビンが溶出しただけでなく，ヘモグロビン分子自体が何ら
かの影響を受けたと推測した1）．
そこで，溶血活性測定での茶色や黄色への変化を「黄変現象」と名付け，特に強く黄変現象
を引き起こした化合物である H-Tyr（Bzl）-OHについて，赤血球ヘムと同様のポルフィリン化
合物であるクロロフィルへの影響を，目視または吸収スペクトルを用いて検討したので報告す
る．用いた化合物の構造を図2に示す．
We have found that O-benzyl-tyrosine (H-Tyr(Bzl)-OH) changes the color of a heme solution from
red to yellowish. In this report, we studied the “yellowing phenomenon” of a chlorophyll solution by H-
Tyr(Bzl)-OH. As a result, the compound changed a color and an absorbance spectrum of a chlorophyll
solution. Aromatic amino acids like phenylalanine, tyrosine, and tryptophan did not show the yellow-
ing phenomenon. It was presumed that the phenomenon was caused by the interaction between a side
chain of O-benzyl tyrosine and a porphyrin ring of chlorophyll.
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2．材料および方法
2．1 試薬と機器
黄変現象を引き起こす可能性について検討する化合物として，H-Tyr（Bzl）-OH（YB）と20
種類のタンパク質性アミノ酸を用いた．また，黄変現象を起こす可能性について検討する化合
物として，クロロフィルを用いた．本実験で使用したクロロフィルはクロレラ錠剤から抽出し
たものである．
クロレラ I550（細胞壁を破砕したクロレラ粉末の錠剤）はオリヒロ株式会社（群馬）の商
品である．セリン以外の19種類のアミノ酸は（財団法人）蛋白質研究奨励会（大阪）の製品で
ある．セリンとYBは渡辺化学工業株式会社（広島）から購入した．用いたアミノ酸とアミノ
酸誘導体は，グリシンを除いてすべてＬ型である．ポルフィリン（5，10，15，20‐tetraphenyl‐
21H，23H‐porphyrin）は，和光純薬工業株式会社（大阪）の製品である．トリトンＸ－100と
臭素酸カリウムは片山化学工業株式会社（大阪），鉄粉はシグマアルドリッチジャパン株式会
社（東京），ヘキサシアノ鉄（Ⅲ）酸カリウムはキシダ化学株式会社（大阪），ビピリジンはナカ
ライテスク株式会社（京都）の製品である．ジメチルスルホキシドは，ナカライテスク株式会
社（京都）の特級試薬を用いた．水はオルガノ株式会社（東京）の純水装置 AMC‐13Dによ
り精製した脱イオン水を用いた．それ以外の溶媒も特級試薬を用いた．
高速液体クロマトグラフィー（HPLC）システムは日本分光株式会社（東京）製の880シリー
図1．H-Tyr（Bzl）-OHによる溶血活性試験の結果．
図2．化合物の構造．
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ズのポンプとミキサーおよび UV‐970検出器で構成されたものを用いた．カラムヒーターはス
ガイケミー株式会社（和歌山）製の U‐620 type30を用いた．カラムは株式会社ワイエムシィ
（京都）製の YMC-Triart C18を用いた．溶出液は水－アセトニトリル－0．1％トリフルオロ
酢酸系で，アセトニトリル含量を30分間で10～90％に直線的に変化させた．溶出液の流速は1．0
mL/minであり，検出は215 nmでの吸光度によって行った．
核磁気共鳴（1H-NMR）の測定は日本電子株式会社（東京）製の JNM-AL300を用いて行っ
た．合成したアミノ酸誘導体5～10mgをクロロホルム－dまたはジメチルスルホキシド－
d61mLに溶解したものを試料とした．また，内部標準物質にはトリメチルシランを用いた．
紫外可視吸収スペクトルは株式会社日立ハイテクサイエンス（東京）製の分光光度計 U‐5100
で測定した．超純水はメルクミリポア（ダルムシュタット，ドイツ）の超純水製造装置Milli
Q Advantageで調製したものを用いた．
2．2 O‐ベンジルチロシン（H-Tyr（Bzl）-OH，YB）の合成
YBは，Boc-Tyr（Bzl）-OHの Boc（tert.－butyloxycarbonyl）基を塩酸で除去することによ
り，塩酸塩の形で得た2）．生成物の純度と構造は，それぞれ HPLCと1H-NMRによって確認し
た．
2．3 溶媒の選択
YBと20種類のタンパク質性アミノ酸について，水，ジメチルスルホキシド，およびメタノー
ルに対する溶解性を調べた．
2．4 鉄（Ⅱ）錯体の生成実験
鉄粉（2mg）に0．5mol/Lの硫酸（30mL）を加え，10分間程放置した．その後，鉄粉を
ろ過し，ろ液を水で5倍に薄めた．得られた鉄（Ⅱ）イオンの水溶液を0．5mL入れた試験管を
数本準備し，それぞれにビピリジン（白色），ヘキサシアノ鉄（Ⅲ）酸カリウム（赤褐色），YB
のメタノール溶液（透明）を少しずつ加えた．各溶液の色の変化を目視で観察した．
2．5 H-Tyr（Bzl）-OH（YB）またはアミノ酸によるクロロフィル抽出液の黄変現象の確認
⑴ 水で抽出したクロロフィル溶液に対する YBの効果
クロロフィル抽出液と YB溶液を混合し，変化を観察した．YB溶液は希釈系列を作成し，
終濃度1，000 μg/mL，250 μg/mL，62．5 μg/mL，ジメチルスルホキシドの終濃度50％とした．
詳細は以下に記す．
クロロフィル抽出液は，クロレラ錠剤の粉末（40mg）を水（20mL）に懸濁して調製した．
YB溶液は，YB（8mg）をジメチルスルホキシド（4mL）に溶解して調製した．クロロフィ
ル抽出液（500 μL）と YB溶液（500 μL）を混合し，反応液を調製した．反応液を37℃で1
時間インキュベート後，5000 rpmで2分間遠心分離し，得られた上清の吸収スペクトルを測
定した．YB溶液の代わりにジメチルスルホキシド（500 μL）を添加したものを標準溶液とし
た．
⑵ 水で抽出したクロロフィル溶液に対するアミノ酸の効果
アミノ酸を水に溶かして試料溶液を調製した．標準液として，アミノ酸の代わりに水を添加
した．その他の手順は実験項目2．5－⑴と同様である．
⑶ ジメチルスルホキシドで抽出したクロロフィル溶液に対する YBの効果
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図3．鉄（Ⅱ）水溶液と生成した錯体による呈色．
試験管：a，鉄（Ⅱ）水溶液；b，鉄（Ⅱ）溶液＋ビピリジン；c，鉄（Ⅱ）水溶液＋ヘキ
サシアノ鉄（Ⅲ）酸カリウム；d，鉄イオン水溶液＋H-Tyr（Bzl）-OH.
クロロフィル抽出液は，クロレラ錠剤の粉末（40mg）をジメチルスルホキシド（20mL）
に懸濁して調製した．その他の手順は実験項目2．5－⑴と同様である．ただし，反応液のジメ
チルスルホキシドの終濃度は100％である．
3．結 果
3．1 O‐ベンジルチロシン（H-Tyr（Bzl）-OH，YB）の合成
HPLCにより純度に問題がないことが確認できた．また，1H-NMRにより目的物であること
が確認できた（結果は省略）．
3．2 溶媒の選択
YBはメタノールとジメチルスルホキシドに溶解した．一方，20種類のアミノ酸は，溶解度
の差はあるが，水だけに溶解した．クロレラ錠剤の粉末を水またはジメチルスルホキシドに懸
濁させると，成分であるクロロフィルが溶媒に抽出され，クロロフィルの水またはジメチルス
ルホキシド抽出液が得られた．
結果として，反応およびクロロフィルの抽出の溶媒として，水またはジメチルスルホキシド
が適していることが示された．
3．3 鉄（Ⅱ）錯体の生成
図3に示すように，薄い緑色をした鉄（Ⅱ）の水和イオンを含む水溶液（図3－a）に，ビピ
リジンとヘキサシアノ鉄（Ⅲ）酸カリウム（赤褐色）を加えると，ビピリジンを加えた水溶液（図
3－b）は赤に，ヘキサシアノ鉄（Ⅲ）酸カリウムを加えた水溶液（図3－c）は青に変化した．
同様に YB溶液を加えると，非常に薄い黄色に変化した（図3－d）．
3．4 H-Tyr（Bzl）-OH（YB）によるクロロフィル抽出液の黄変現象
⑴ 水で抽出したクロロフィル溶液に対する YBの効果
クロロフィルの水抽出液の標準試料の吸収スペクトルは，図4に示すようになった．全体に
吸光度は小さいが，Soret帯（400 nm付近）とＱ帯（650～700 nm）をもつクロロフィル特
有のスペクトルとなった．
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YB濃度1000 μg/mLと250 μg/mLの反応液の吸収スペクトルは，標準試料のスペクトル
に比べて，Ｑ帯のピーク高が約半分ほどになっている，Soret帯のピークがブルーシフトし，
かつ，ピーク形が変化している，などの変化があった．一方，YB濃度62．5 μg/mLの反応液
では標準試料とほぼ同様のスペクトルであった．
YB濃度1000 μg/mLと250 μg/mLの反応液では，目視で黄変現象が確認できた（図5）．
⑵ 水で抽出したクロロフィル溶液に対するアミノ酸の効果
20種類のアミノ酸それぞれについてクロロフィル溶液への効果を調べた．しかし，どのアミ
ノ酸でも，目視と吸収スペクトルのどちらにおいても，変化は観察されなかった．
図4．クロロフィルの水抽出液にH-Tyr（Bzl）-OHを加えた時の吸収スペクトルの変化．
H-Tyr（Bzl）-OH濃度（μg/mL）：○，0；●，1，000；■，250；◆，62．5．
図5．クロロフィルの水抽出液にH-Tyr（Bzl）-OHを加えた時の色の変化．
H-Tyr（Bzl）-OH濃度（μg/mL）：○，0；●，1，000；■，250；◆，62．5．
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⑶ ジメチルスルホキシドで抽出したクロロフィル溶液に対する YBの効果
クロロフィルの抽出をジメチルスルホキシドで行った．図6に得られた吸収スペクトルを示
している．水で抽出した場合よりも大きい吸光度を示す溶液が得られた．YB濃度1000 μg/mL
と250 μg/mLの反応液では，水抽出した場合と同様に，Ｑ帯のピーク高や Soret帯のピーク
位置や形の変化が確認されたが，YB濃度62．5 μg/mLの反応液の吸収スペクトルにはほとん
ど変化は見られなかった．
4．考 察
ヒト赤血球で観察した側鎖にベンジル基をもつチロシン（O-benzyl-tyrosine，H-Tyr（Bzl）-
OH，YB）による黄変現象が，他のポルフィリン化合物であるクロロフィルでも起こることを
確認した．このことにより，側鎖にベンジル基をもつチロシンがポルフィリン化合物に対して
何らかの作用をすることが確実となった．
アミノ酸はそのアミノ基とカルボキシル基を配位子として錯体を作ることが知られており，
今回用いた YBも同様に錯体を作ると考えられた．YB溶液を鉄イオン溶液に加えた際に薄い
黄色となったのは錯体形成の結果であると考えられる．しかし，黄変現象がこの錯体形成の結
果であるとは考えにくい．なぜならば，中心の金属イオンがクロロフィルから YBに移動した
場合，吸収スペクトルはポルフィリン様の吸収スペクトルに変化するはずであるが，ポルフィ
リンのジメチルスルホキシド溶液の吸収スペクトル（図7）はクロロフィルのそれとはまった
く異なるものであり，図6からわかるように今回その様な吸収スペクトルの大きな変化は観察
されなかったからである．また，チロシン，トリプトファン，フェニルアラニンなどの芳香族
アミノ酸ではクロロフィルの黄変現象が起こらなかったことは，H-Tyr（Bzl）-OHがもつ2つ
図6．クロロフィルのジメチルスルホキシド抽出液にH-Tyr（Bzl）-OHを加えた
時の吸収スペクトルの変化．
H-Tyr（Bzl）-OH濃度（μg/mL）：○，0；●，1，000；■，250；◆，62．5．
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の芳香環を含んだ側鎖構造がこの現象に関与していることを示唆している．
黄変現象の原因の可能性のひとつとして，ソルバトクロミズム（solvatochromism）が挙げ
られる．ソルバトクロミズムとは，配位子周辺の環境が溶媒や pHなどの影響で変化すること
により，錯体の色がさらに変化することである．中心金属イオンをもたないポルフィリンは紫
色であるが，鉄イオンをもつヘムとマグネシウムイオンをもつクロロフィルは，それぞれ赤色
と緑色である．このように，ポルフィリン化合物は中心金属イオンの有無や種類によって特徴
的な色を呈する．つまり，クロロフィルの緑色が，H-Tyr（Bzl）-OHによるソルバトクロミズ
ム類似の現象により黄色に変化した可能性が考えられる．この場合も，芳香族アミノ酸だけで
はクロロフィルの黄変現象を引き起こさなかったという結果を考慮すると，H-Tyr（Bzl）-OH
がもつ側鎖構造がこの現象に関与すると推測される．
可視光は，次のように波長によって異なる色として感じられる．紫400～435 nm，青435
～480 nm，緑青480～490 nm，青緑490～500 nm，緑500～560 nm，黄緑560～580 nm，
黄580～595 nm，橙595～605 nm，赤605～700 nm3）．ヒトは，いろいろな色を赤緑青（RGB）
3色の混合の結果として認識する（加法混色）．クロロフィルが緑色に見える原因は，クロロ
フィルが赤と青の光を吸収し，ヒトは反射された緑を認識するからである．図4と6は，それ
ぞれクロロフィルを水またはジメチルスルホキシドで抽出した場合の吸収スペクトルであり，
赤と青の波長領域に吸収ピークがある．H-Tyr（Bzl）-OHで処理した後の吸収スペクトルでは，
水で抽出した場合（図4）は，赤領域のピーク高が半減しているが，青領域のピーク高はあま
り変わっていない．さらに，緑領域の吸収がわずかに大きくなっている．一方，ジメチルスル
ホキシドで抽出した場合（図6）は，赤と青の両領域でピーク高が低くなっており，緑領域で
はほとんど変化がない．これらのスペクトル変化および黄色は赤色と緑色の混色であることを
考え合わせると，クロロフィルの水抽出液の場合，緑領域の吸収は増えたが赤領域の吸収が半
減したことにより，結果として黄色が強まったと推測される．また，クロロフィルのジメチル
図7．ポルフィリンのジメチルスルホキシド溶液の吸収スペクトル
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スルホキシド抽出液の場合，赤と青の吸収が減少し緑味が弱まった様に見えたと推測される．
今回観察されたスペクトル変化の原因として，ポルフィリン化合物が溶液中で作るスタッキ
ング構造（Ｊ会合）の変化が考えられる．ポルフィリン化合物の骨格は平面であり，スタッキ
ング構造を取る性質がある．そこに，YBがもつ2つの芳香環が入り込むことによって，スペ
クトル変化を引き起こした可能性がある．水とジメチルスルホキシドの物理化学的性質の違い
から，両抽出液中でクロロフィルのスタッキング状態は異なると予想される．そのために，YB
が引き起こすスペクトル変化に違いが出たと推測される．しかし，この考察はポルフィリンや
YBの芳香環のπ電子環境に関する議論であり，別の視点からの検討が必須である．
今回の実験は定性的なものであったが，今後定量的な実験を行い「黄変現象」の解明がさら
に進むことを期待している．
5．お わ り に
側鎖にベンジル基をもつチロシンが赤血球溶液を黄色に変えた現象を「黄変現象」と名付け，
クロロフィルの水またはジメチルスルホキシド抽出液を用いて，再現実験を行った．その結果，
目視で黄変が確認されただけでなく，吸収スペクトルにも変化が表れた．芳香族アミノ酸自体
はこの現象を引き起こさないことから，この現象はヘムやクロロフィルなどのポルフィリン部
分と用いたチロシン誘導体の側鎖の間の相互作用に起因する現象であろうと推測した．
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引 用 文 献
1）一瀬大樹（2014）．側鎖保護チロシンエステルのいくつかの生理活性．卒業論文．
2）泉屋信夫・加藤哲夫・青柳東彦・脇道典（1999）．ペプチド合成の基礎と実験，丸善株式会社，（東京），
p26‐27．
3）大木道則・大沢利昭・田中元治・千原秀昭編集（2003）．化学辞典，東京化学同人（東京），p269．
18 佐賀大学農学部彙報 第102号（2017）
